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ヒラメの変態における活性型ビタミン A、レチノイン酸、の機能と奇形誘導
効果に関する研究  
 
緒言  
 
ヒラメ・カレイ類は、仔魚初期の間は一般的な魚類と同様に外見的に左右対
称であるが、変態期に片方の眼が反対側に移動し、続いて有眼側のみで成体型
色素胞が分化することで体全体が左右非対称性を形成する。本研究室ではこれ
までに、眼の非対称性形成の調節機構を明らかにしてきたが、体色の左右差形
成機構は不明のままである。また、ヒラメの養殖種苗生産では形態異常（無眼
側黒化や脊椎骨異常等）が多発し (図 1)、養殖魚の商用価値の低下、放流事業
では生残率低下を起こすことから、産業的問題として残されている。これまで
の研究により飼餌料中のビタミン A 過剰や胚期の低酸素など幾つかの形態異常
誘起要因が報告されているが、その発生機序は不明のままで、また、効果的な
軽減対策も確立されていないのが現状である。  
ビタミン A は生体内でレチノール脱水素酵素によりレチナールに転換され、
次にレチナール脱水素酵素により活性型のレチノイン酸に転換される。レチ
ノイン酸は核内のレチノイン酸受容体と結合し、活性化されたレセプターが
レチノイン酸応答遺伝子 (発生を調節する遺伝子が多数含まれる )の発現を調
節することで、生物活性を発揮する (図 2)。またレチノイン酸は Cyp26 によ
って分解され、不活化される (図 2)。実験的なレチノイン酸曝露はレチノイ
ン酸応答遺伝子の発現に影響して発生異常が誘起されることが、ゼブラフィ
ッシュやマウス等のモデル生物を使った研究で明らかにされている。ヒラメ
では、レチノイン酸曝露が無眼側黒化と脊椎骨異常を誘起することが報告さ
れているが、これら形態異常の誘導機序は不明である。  
 本論文では、種苗生産で問題となっている形態異常の発生機序の解明に資
する事を目的として行った研究成果を、 3 つの章に分けて報告する。第 1 章
では、ヒラメ体色の左右差形成におけるレチノイン酸の機能と無眼側黒化の
発生機構を検討した。第 2 章では、レチノイン酸による脊椎骨異常の誘起機
序を検討した。第 3 章では、次世代シーケンサーを使った RNA-Seq により、
レチノイン酸によりヒラメ仔魚で発現誘導あるいは抑制を受ける遺伝子の網
羅的な検索を行った。  
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第 1章  レチノイン酸の成体型色素胞へ影響と cyp26b1 の体色左右差形成へ
の関与  
 
本研究室におけるこれまでの研究により体色形成について次のことが明ら
かにされている。すなわち、色素幹細胞は変態まで背鰭基部に分布し、その
後、左右対称に皮膚へ遊走する。しかし、色素幹細胞から色素芽細胞 (黒色素
と黄色素合成に関わる GTP cyclohydrolase 2 (gch2)をマーカーとした in 
situ hybridization (ISH)法で検出される )への分化は有眼側に限定され、有
眼側でのみ成体型色素胞が成熟することで体色の左右差が形成される (図 3)。
しかし色素胞の成熟が有眼側に制限される発生機序は不明である。  
本章では、最初に、変態期 G 期ヒラメ仔魚を 500 nM レチノイン酸に 3 日間
曝露することで、無眼側黒化を実験的に誘導し、無眼側での成体型色素胞の出
現、および色素芽細胞マーカー gch2 を指標にして、色素芽細胞の挙動を解析
した。レチノイン酸処理直後には色素胞への影響は見られなかったが、曝露後
21 日目では無眼側に成体型色素胞が密に出現した。さらに処理個体を成魚ま
で飼育すると無眼側皮膚が有眼側と同程度にまで黒化した (図 4)。  
色素芽細胞は、切片 ISH (SISH)法および定量 PCR(qPCR)法により検出した。
正常発生では、皮膚での gch2 発現は、変態クライマックスの H 期に左右差 (有
眼側 (左 )皮膚が無眼側 (右 )皮膚よりも高い )が発生し、その後、左右差は有眼
側の着色が始まる I 期さらに稚魚期まで維持された (図 5)。H 期仔魚を 500 nM 
レチノイン酸に浸漬すると、浸漬開始 24 時間後に既に無眼側に gch2 発現量
が誘導され、曝露後 21 日経っても高く維持されることが、 qPCR 解析により
示された (図 6)。SISH でも、同様に、浸漬開始 24 時間後に有眼側皮膚に gch2
陽性の色素芽細胞が出現することが観察された (図 7)。  
さらに in vitro の組織培養実験においても、 G および H 期仔魚の左右皮膚
片をレチノイン酸存在下で培養すると、無眼側皮膚にも gch2 陽性の色素芽細
胞が分化することが観察された (図 8)。  
 以上の結果から、G～ H 期には、体正中部から左右皮膚に遊走した色素幹細
胞が有眼側だけでなく無眼側の皮膚でも、色素胞に分化できる能力を維持し
た状態にあること、また実験的にレチノイン酸に暴露すると、潜在する色素
幹細胞が色素胞に分化し、無眼側の完全黒化が起こることが示唆された。  
正常発生では、無眼側に潜在する色素幹細胞の色素胞への分化を抑制する
機序が働いていることが予想される。無眼側ではレチノイン酸が低レベルに
維持されている可能性を考え、レチノイン酸分解酵素である cytochrome P450, 
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family 26, subfamily b, poplypeptide 1 (cyp26b1)の発現を左右皮膚で比
較した。解析の結果、変態クライマックスの G～ H 期でのみ cyp26b1 の発現が
無眼側皮膚で上昇し、発現に左右差が生じることが明らかになった (図 9)。
したがって、変態期の無眼側皮膚では、cyp26b1 が強く発現して RA の作用を
抑制することで、色素細胞の分化が抑制され、体色の左右差が発生すること
が推定された。  
これまでの結果を総合すると、ヒラメ・カレイ類の体色の左右差形成と黒
化の発生機構は次のように考えられる (図 10)。仔魚期に背鰭基部に分布した
色素幹細胞は変態期に左右皮膚へ移動し、移動の間に有眼側では、レチノイ
ン酸により色素胞へ分化誘導され、一方、無眼側ではレチノイン酸分解酵素
cyp26b1 が発現して、幹細胞の分化を抑制することで、体色の左右差が形成
される。そのため変態期に cyp26b1 で完全に分解できないほどレチノイン酸
が過剰になると、無眼側皮膚の幹細胞も色素胞に分化し、無眼側黒化が発生
する。  
 
 
第 2章  レチノイン酸による脊椎骨異常の誘起機構  
 
飼餌料中のビタミン A 過剰や仔魚のレチノイン酸曝露は、脊椎骨異常を誘
導することが知られているが、脊椎骨を構成するどの組織が影響を受けるの
か、また処理後に脊椎異常がどのように進行するかは分かっていない。この
点を理解するために、本章ではレチノイン酸で脊椎骨異常を実験的に誘導し、
骨異常の進行過程を追跡した。  
最初に全個体に脊椎骨異常を誘起するレチノイン酸濃度条件を設定するた
めに、 G 期仔魚を 100 および 500 nM レチノイン酸に 3 日間暴露し、対照と併
せて 3 つの実験区における脊椎骨異常の発生率および平均体長を調べた (図
11)。 500 nM レチノイン酸曝露により、全個体で脊椎骨異常と短躯症が発生
することが分かった。したがって以下の実験では、 500 nM レチノイン酸に G
期仔魚を 3 日間暴露し、脊椎骨異常の進行過程を追跡した。  
浸漬した 3 日間、 G-H 期には、椎体の骨化が起こり、椎体と椎体間リガメ
ントによる脊椎骨の繰り返しパターンが確立される。この時期のレチノイン
酸暴露は、椎体間リガメント組織の退行変性を起こし、この部分にも骨化が
起こることで、椎体融合が発生することが明らかになった (図 12A-I、 13)。
その後、正常海水に戻しても、脊椎骨異常はさらに進行し、処理後 21 日目で
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は、椎体の幅が狭くなり、椎体融合も進行した (図 12M-V)。処理後 90 日では、
対照区では、脊索が椎体により分断され、分断された脊索は椎体間リガメン
トと協調して椎体間関節を形成し、成体型脊椎骨が完成した (図 14 左 )。一方、
レチノイン酸処理魚では、椎体の融合部で脊索が退行変性して椎体間関節が
消失し、体は極端な短躯症を示した (図 14 右 )。  
 このように、脊椎骨の分節形成期におけるレチノイン酸過剰は、椎体間リ
ガメント組織の変性を誘起することが明らかになった。椎体間リガメントの
消失は、二時的に、椎体の成長の抑制、脊索組織の退行変性を誘起し、それ
により強度の脊椎骨融合と短躯症が発生することが示唆された (図 15)．  
 
 
第 3章  レチノイン酸曝露により発現変動する遺伝子のスクリーニング：次
世代シーケンサーを使った RNA-Seq 解析  
 
レチノイン酸は正常な発生に必須であるが、これまでの研究により過剰は
強度の骨異常を誘発し、ヒラメでは体色異常も誘起することが示された。こ
の章では、過剰なレチノイン酸が引き起こす影響を分子レベルで解析する足
がかりを得ることを目的として次世代シーケンサーによる RNA-seq 解析によ
り、レチノイン酸により発現が変動する遺伝子の網羅的なスクリーニングを
試みた。  
変態 G 期のヒラメ仔魚 5 匹（対照区）、 500nM レチノイン酸に 24 時間暴露
した 5 匹（実験区）の全身から Total RNA を抽出し、HiSeq2000 を使って 100bp
の paired-end シーケンスにより塩基配列を解析し、二群間で発現量が変動し
た遺伝子をスクリーニングした。対照と比較して、レチノイン酸暴露により
発現量が 10 倍以上増加した遺伝子の中には、レチノイン酸分解酵素 cyp26a1
および cyp26b1 が含まれた：発現量がそれぞれ 93 倍と 21 倍に変動した (表
1)。この結果から、魚類には体内のビタミン A あるいはレチノイン酸が過剰
になると、 レチノイン酸分解酵素が誘導されレチノイン酸を一定値に維持す
る分子機序が存在すること、それを超えるほどにレチノイン酸が過剰になっ
た場合、形態異常が発生することが考えられる。また、発現量が 10 倍以上増
加、1/10 以下に減少した遺伝子の中には、それぞれ calcoco1、ivns1abpa の
ように機能未知の遺伝子もあり、今後の機能解明が望まれる (表 1、 2)。  
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総合考察  
 
本研究では、ヒラメの体色左右差形成機構と黒化の誘起機構の概要を始め
て解明することができた。すなわち、レチノイン酸には色素幹細胞を色素胞
へ分化誘導する活性があり、有眼側皮膚ではレチノイン酸により色素胞が分
化して着色し、無眼側皮膚ではレチノイン酸分解酵素 Cyp26b1 が強く発現し
て幹細胞の分化を抑制することで、体色の左右差が形成される。また、レチ
ノイン酸過剰は、無眼側の色素幹細胞も色素胞に分化させることで、無眼側
の完全黒化を誘起する。  
 養殖魚では脊椎骨融合を伴う骨奇形が多発するが、その発生機序は不明で
あった。本研究により、レチノイン酸を催奇形物質として用いることにより、
椎体の骨化が起こって脊椎骨の繰り返し構造が形成される変態期に、椎体間
リガメントの発生が抑制されると、それが引き金となって椎体の形成不良と
脊索の退行などが起こり、それにより強度の椎体融合と椎体間関節の消失が
おこることが明らかになった。  
また RNA-seq 解析では、レチノイン酸により 2 種のレチノイン酸分解酵素
が強く発現誘導されることが明らかになり、魚類にはレチノイン酸応答遺伝
子の発現を一定レベルに維持する制御機構が備わっていることが示唆された。
この維持システムで抑制できないまでに、ビタミン A あるいはレチノイン酸
が過剰になった場合に、無眼側黒化や骨異常が発生することが推定された。  
 図１に示したように、レチノイン酸実験で誘導されたのと類似の脊椎骨異
常や無眼側黒化が、実際の種苗生産でも発生する。今回明らかにした形態異
常の発生機序は、養殖の健苗育成に貢献できるものと考える。今後は、実際
の種苗生産でレチノイン酸過剰が起こっているかどうか、またレチノイン酸
合成酵素やレチノイン酸受容体の遺伝子発現も解析する必要がある  
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図 1. ヒラメ種苗生産で起こる代表的な形態異常：無眼側黒化と脊椎骨異常  
 
 
 
図 2. レチノイン酸の合成・分解経路および応答遺伝子の誘導機序  
 
図 3. これまでの研究で分かっている体色左右差形成の発生機序  
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 図 4. レチノイン酸で誘導される無眼側黒化の進行過程．G 期仔魚を 72 時間 
500nM レチノイン酸に暴露し、曝露直後、21 日後、90 日後に皮膚を観察した．
dpf; days post-fertilization. 矢じり：仔魚型色素胞．矢印：成体型色素胞． 
 
 
図 5. 正常発生における左右皮膚での gch2 発現の比較：変態期～稚魚期．上：
SISH．矢じり：gch2 陽性の色素芽細胞．下：qPCR． *は p<0.05 を示す。 
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 図 6. レチノイン酸による無眼側皮膚での gch2 発現誘導 (qPCR 解析 )．H 期仔
魚を 72 時間 500 nM レチノイン酸に暴露し、正常海水に戻した．曝露開始 24, 48, 
72 時間、および正常海水に戻して 21 日後に、左右皮膚における gch2 発現を解
析した．*は p<0.05 を示す． 
 
図 7. レチノイン酸による無眼側皮膚における gch2 発現誘導 (SISH 解析 )．G
期仔魚を 72 時間 500 nM レチノイン酸に暴露し、正常海水に戻した．曝露開始
24, 72 時間、21 日後に gch2 陽性細胞を観察．矢じり：gch2 陽性細胞．dpf; days 
post-fertilization. 
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 図 8. レチノイン酸による無眼側皮膚への gch2 発現誘導の in vitro 実験．G
および H 期ヒラメ仔魚の左右皮膚片を 500 nM レチノイン酸存在下で 3 日間培養
し、gch2 発現を可視化した．(A,C) gch2 ISH．(B, D) 1mm 2 当たりの gch2 陽性
色素芽細胞数． *は p<0.05 を示す． 
 
図 9. 左右皮膚間でのレチノイン酸分解酵素 cyp26b1 の発現比較(qPCR 解析)．  
*は p<0.05 を示す。 
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 図 10. ヒラメ体色の左右差形成機構およびレチノイン酸による無眼側黒化の
発生機序．今回の研究により示唆された機序を模式化した． 
 
 
図 11.  100 および 500 nM レチノイン酸曝露による脊椎形成および全長におよ
ぼす影響．(A)暴露 21 日後、53 dpf 稚魚における脊椎骨異常の発生率．(B)平
均全長の比較．n = 30、*は p<0.05 を示す。(C-D) 53 dpf 稚魚． 
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 図 12. 500 mM レチノイン酸曝露で発生した脊椎骨異常．G 期仔魚(受精後 29 
dpf)を 500 nM レチノイン酸に 3 日間曝露し、直後の 32 dpf、21 日後の 53 dpf
に骨格を観察した．(A、D、F、M、O)仔魚の側面．(B、E、G、N、P)アルシアン
ブルー・アリザリンレッドの二重染色．(C、H、I、J、Q、T)脊椎骨の拡大． 
J の矢印は、神経弓の融合を示す．Q と T は、それぞれ N と P の四角の部分を拡
大である．I は、2 つの実験区の脊椎骨の写真を重ねたものである．(K、L、R、
U)脊椎骨矢状断面の H-E 染色．L と U の点線の円は、椎体間リガメント組織の
損失を示す．(S、V)Von Kossa カルシウム染色.茶色は石灰化した骨を示す．dpf; 
days post-fertilization.ct: 椎体; ha: 血管弓; il: 椎体間リガメント; ilt: 
椎体間リガメント組織; na: 神経弓; no: 脊索; nsh: 脊索鞘; sc:脊髄． 
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 図 13. レチノイン酸暴露による椎体間リガメント組織の退行変性と過剰骨化．
G-H 期の 3 日間、DMSO および 500 nM レチノイン酸に曝露直後に染色を行った．  
(A-D) Von Kossa カルシウム染色．(E-H)shh プローブを用いた SISH．(I-L) sparc
プローブを用いた SISH．点線の円は椎間リガメント組織の損失を示す．ct:椎体; 
ilt: 椎体間リガメント組織; no: 脊索; sc: 脊髄． 
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 図 14. レチノイン酸処理後 90 日後、121 dpf の脊椎骨および形成異常．(A、
B)魚の側面．(C、D)軟 X 線画像.(E、H) C と D に白四角で示した部位のアルシ
アンブルー・アリザリンレッドの二重染色．(F、I)脊椎骨矢状断面の H-E 染色．
F では、2 つの椎体と 1 つの椎体間関節を、それらの間の関係を明らかにするた
めに濃い赤と青で陰影付した．(G)脊椎骨断面の位相差顕微鏡写真． (J、K) F
に 四 角 で 示 し た 部 位 の 拡 大 ． (L) 椎 体 融 合 部 分 の 拡 大 ．  dpf; days 
post-fertilization.ct: 椎体; fct: 融合した椎体; ha: 血管弓; il: 椎体間
リガメント; ilt: 椎体間リガメント組織; ivj: 椎体間関節; m: 骨基質; na: 
神経弓; no: 脊索; nsh: 脊索鞘． 
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 図 15. ヒラメにおける脊椎骨の発達と形態異常の進行．(A)椎体の骨化開始． 
(B, D, F) 脊椎骨正常発生．(C, E, G)レチノイン酸暴露後に起こる脊椎骨の発
生異常． ct: 椎体; ha: 血管弓; ilt: 椎体間リガメント組織; ivj:椎体間関
節; na: 神経弓; no: 脊索; nsh: 脊索鞘． 
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 表 1. レチノイン酸処理により発現量が 10 倍以上増加した遺伝子．数値は fpkm
を示す (fragments per kilobase of exon per million mapped fragments). 
 
 
表 2. レチノイン酸処理により発現量が 1/10倍以下に抑制された遺伝子数値は
fpkm を示す (fragments per kilobase of exon per million mapped fragments). 
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